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INTRODUÇÃO 
Diversas populações de arroz vermelho foram identificadas como resistentes a 
herbicidas imidazolinonas no RS (MENEZES et al., 2009). Aproximadamente 13% destas 
populações estudadas apresentaram mutações iguais às presentes nas cultivares PUITÁ 
INTA CL e SATOR CL, e mais de 80% apresentaram a mesma mutação que a IRGA 422 CL 
(ROSO et al., 2010). Estes resultados indicam a ocorrência de fluxo gênico entre cultivares 
de arroz resistentes às imidazolinonas e arroz vermelho nas lavouras do RS. Ainda, após 
introgredida em arroz vermelho, a resistência a herbicidas pode ser distribuída para outras 
populações por fluxo gênico através de eventos de migração como sementes contaminadas 
e em conjunto com máquinas e implementos. O fluxo gênico, também conhecido como 
migração, refere-se ao processo de troca de genes entre populações normalmente da 
mesma espécie, podendo, porém, ocorrer entre espécies muito próximas filogeneticamente. 
A rápida evolução da resistência de arroz vermelho às imidazolinonas pode ser explicada 
não somente pelo fluxo gênico de pólen entre plantas resistentes e suscetíveis, mas 
também pelo fluxo de sementes de arroz vermelho resistente entre lavouras. A 
predominância de autogamia no gênero Oryza determina que o fluxo gênico seja 
comumente restrito, e que ocorra alta diversidade genética entre populações 
geograficamente ou ecologicamente distantes. Apesar do problema que o arroz vermelho 
representa para a cultura do arroz no Brasil, o conhecimento de sua diversidade genética no 
Brasil ainda é limitado. Ainda, não existem estudos relacionados à estrutura populacional de 
arroz vermelho que indiquem os parâmetros genéticos de migração na região Sul do Brasil. 
Entretanto, diversos marcadores moleculares utilizados para o arroz cultivado tem sido 
utilizados para caracterização genética do arroz vermelho em vários outros locais (CAO et 
al., 2006), e representam uma ferramenta de fácil utilização. A determinação das práticas de 
prevenção a ocorrência de arroz vermelho resistente a herbicidas necessita do efetivo 
conhecimento da ocorrência de fluxo gênico entre populações para que recomendações 
específicas e efetivas em função da magnitude da ocorrência de eventos de migração e da 
diversidade genética de arroz vermelho. O objetivo do trabalho foi caracterizar 
geneticamente populações de arroz vermelho do RS com suspeita de resistência aos 
herbicidas imidazolinonas e elucidar aspectos relacionados ao fluxo gênico de sementes 
entre diferentes locais. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia da EMBRAPA Arroz e 
Feijão. Foram utilizadas 27 populações de arroz vermelho RS coletadas na safra 2009/2010 
(Figura 1). Cada população foi composta de 20 panículas de 20 plantas distintas. As coletas 
foram realizadas em lavouras de arroz com suspeita de ocorrência de arroz vermelho 
resistente aos herbicidas imazethapyr e imazapic. As populações de arroz vermelho foram 
fenotipadas quanto à resistência ao herbicida imazethapyr. Foram utilizados 24 marcadores 
moleculares SSR organizados em quatro painéis conforme descrição apresentada em 
Borba et al. (2009). As PCRs foram conduzidas em um volume final de 5 µL contendo 3 ηg 
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de DNA; concentrações otimizadas de cada par de iniciadores forward e reverse (BORBA et 
al., 2009); 2,5 µL de Master Mix (QIAGEN) e 0,5 µL de Qsolution (QIAGEN). Os fragmentos 
foram analisados em sequenciador automático ABI 3100 (Applied Biosystems).  
 
 
Figura 1. Origem geográfica de 27 populações de arroz vermelho coletadas no RS. 
 
Foi estimado para cada população e para cada marcador SSR o número médio de 
alelos, a heterozigosidade esperada, a heterozigosidade observada e o conteúdo de 
informação polimórfica (PIC), o coeficiente de endogamia e a matriz de distâncias genéticas 
de Nei. Foi construída a partir da matriz de distâncias genéticas das populações um 
dendograma baseado no método UPGMA. Com o objetivo de visualizar a relação genética 
entre os indivíduos componentes de cada população, foi obtida a matriz de distâncias 
genéticas de Nei entre pares de indivíduos. A partir desta matriz foi realizada a análise de 
componentes principais (ACP). Para a determinação da correlação entre a distância 
genética e a distância geográfica das populações de arroz vermelho foi realizado o teste de 
Mantel. Os dados foram submetidos à análise da variância molecular (AMOVA) pelo 
software Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005). A presença de estruturação entre as 27 
populações de arroz vermelho foi determinada pelo software STRUCTURE 2.3.3 
(PRITCHARD et al., 2000). 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os resultados demonstraram que as populações de arroz vermelho do RS 
apresentam diversidade genética relativamente alta entre os indivíduos, embora exista 
considerável variação entre estas populações, na média dos indivíduos. Neste sentido a 
AMOVA indicou que a variação genética dos 534 acessos de arroz vermelho avaliados foi 
de 26% entre populações e de 74% dentro das populações (Tabela 1). Assim, o valor de FST 
obtido pela AMOVA foi de 0,26. Isto indica que a variabilidade genética nas populações de 
arroz vermelho está relacionada, sobretudo, à diversidade dentro de cada população em 
comparação com a variabilidade entre populações. 
 
Tabela 1. Análise de variância molecular (AMOVA) das 27 populações de arroz vermelho baseada na análise de 24 
marcadores SSR e fluxo gênico (Nm). 
Fonte da Variação Graus de Liberdade 
Soma de 
Quadrados 
Componentes da 
Variância 
Percentagem 
de Variação 
Valor 
P 
Entre Populações 26 5016,686 8,542 26% 0,001 
Dentro de Populações 507 12171,576 24,007 74% 0,001 
Total 533 17188,262 32,549     
Fluxo gênico (Nm = [(1 / FST) - 1] / 4) 0,7 
     
De forma geral, em populações naturais de espécies autógamas é esperada baixa 
diversidade genética devido ao alto grau de homozigose. Entretanto, em se tratando de 
populações advindas de áreas de cultivo, como o arroz vermelho, a diversidade dentro das 
populações pode ser mais elevada. Isso é possível devido à seleção imposta por práticas 
como o rouguing, por exemplo. Isso resulta na seleção de indivíduos oriundos de fluxo 
2 Arroio Grande 1  13 Cacequi 1 25 Manoel Viana 1 
5 Arroio Grande 2 14 Cacequi 2 27 Harmonia 
6 Arroio Grande 3 15 Cacequi 3 28 Manoel Viana 2 
7 S. Margarida do Sul 1 16 Cacequi 4 29 Alegrete 
8 S. Margarida do Sul 2 17 Cacequi 5 30 Caverá 
9 São Gabriel 1 18 Cacequi 6 31 Agudo 1 
10 São Gabriel 2 20 S. Antônio da Patrulha 1 32 Agudo 2 
11 São Gabriel 3 21 S. Antônio da Patrulha 2 33 Agudo 3 
12 São Gabriel 4 24 Campo Bom 34 Agudo 4 
	  
	  
gênico com as cultivares que são fenotipicamente semelhantes às plantas cultivadas (CAO 
et al., 2006). Além disso, a transferência de alelos de cultivares de arroz para populações de 
arroz vermelho através do fluxo gênico pode aumentar sua diversidade. O fluxo gênico entre 
lavouras aumenta igualmente a diversidade genética de populações (CAO et al., 2006). A 
diferenciação genética, ilustrada pelo FST entre as populações de arroz vermelho no 
presente estudo é alta. Isto é devido provavelmente ao sistema de fecundação 
predominante no arroz vermelho que é a autogamia. 
O resultado do teste de Mantel indicou que não há correlação (R²=0,06) entre as 
distâncias genéticas e as distâncias geográficas das populações de arroz vermelho. Da 
mesma forma, os resultados da ACP indicaram que os indivíduos foram agrupados em três 
grupos, havendo uma interface entre dois deles com alguns indivíduos localizados de forma 
intermediária (Figura 1A). As cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL e PUITÁ INTA CL foram 
agrupados próximas entre si, enquanto que Sator CL, embora no mesmo grupo, apresentou 
certa distância das demais. Estes resultados foram semelhantes aos obervados no 
dendograma UPGMA (dados não apresentados). Diversos indivíduos de uma mesma 
população foram alocados em grupos diferentes (Figura 1A). Esses indivíduos podem ser 
originados de introduções de sementes de arroz vermelho contaminantes de arroz cultivado 
ou sementes de outras populações de arroz vermelho que foram eventualmente 
transportadas para os locais das respectivas coletas. 
A análise da estrutura das populações (K=6) confirmou a ancestralidade comum 
entre as cultivares IRGA 417, IRGA 422 CL e PUITÁ INTA CL ao colocá-las juntas no grupo 
K1 (Figura 1C). A maior parte dos indivíduos de arroz vermelho pertenceu ao grupo K1 
(Figura 1B). O agrupamento de população de arroz vermelho suscetível no mesmo grupo K 
das cultivares resistentes a imidazolinonas indica que tais populações sofreram fluxo gênico 
anterior à utilização destas. Esse fluxo gênico provavelmente ocorreu a partir da cultivar 
IRGA 417, e não com as cultivares IRGA 422 CL ou PUITÁ INTA CL. Em diversos casos 
grupos diferentes foram atribuídos a indivíduos de uma mesma população (Figura 1B).  
 
 
      B 
Figura 1. (1) Análise de componentes principais (ACP) de 27 populações de arroz vermelho do RS. A seta indica a posição 
das cultivares IRGA 417, IRGA 422CL e PUITÁ INTA CL. (2) Estrutura populacional obtida pela análise STRUCTURE. No 
detalhe (3), A, B, C e D representam IRGA 417, IRGA 422CL, PUITÁ INTA CL e SATOR CL, respectivamente. A 
numeração das populações corresponde àquelas listadas na Tabela 1. 
 
A 
C	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Isso prova a ocorrência do fluxo de sementes de arroz vermelho entre lavouras de arroz, 
tanto suscetíveis como resistentes às imidazolinonas. Além disso, as populações 
suscetíveis encontradas neste estudo são geneticamente distintas das populações 
resistentes. 
O método utilizado no presente estudo foi mais informativo que os utilizados 
anteriormente no Brasil, sobretudo em se tratando da resistência de arroz vermelho aos 
herbicidas imidazolinonas. As populações de arroz vermelho no País foram caracterizadas 
bioquímica e geneticamente (MALONE et al., 2007) e morfologicamente (SCHWANKE et al., 
2008). No presente estudo, foram utilizada amostra de maior tamanho e marcadores mais 
informativos. Por outro lado, métodos semelhantes aos empregados no presente trabalho 
foram utilizados em populações de arroz vermelho de outros locais do mundo (CAO et al., 
2006; GEALY et al., 2009; SHIVRAIN et al., 2010). Entretanto, estes trabalhos não 
compararam geneticamente cultivares de arroz resistente a herbicidas com populações de 
arroz vermelho a fim de estudar a relação entre estas como apresentado no presente 
estudo. Os resultados do presente estudo indicam, por exemplo, baixa diversidade genética, 
como resultado de baixa ocorrência de migração de sementes nas populações 5, 6, 10, 16 e 
27 (Figura 1c). Ainda, observa-se que na população 27 dois indivíduos apresentam alta 
variabilidade genética em relação aos demais integrantes da população. Estes indivíduos 
possivelmente representam contaminantes de sementes que foram introduzidos 
recentemente na população (Figura 1c).   
 
CONCLUSÕES 
Os resultados observados confirmam a ocorrência da origem da resistência a 
herbicidas em arroz vermelho devida, sobretudo ao fluxo gênico de sementes e pólen. No 
entanto, populações geneticamente isoladas também foram identificadas. O sistema de 
análise da estrutura de populações utilizados neste estudo possibilita a identificação do 
isolamento genético e da intensidade de fluxo gênico em populações de arroz vermelho 
como ferramenta para o diagnóstico específico de populações que apresentaram aporte de 
sementes contaminadas de arroz vermelho, e também para o diagnóstico regional da maior 
importância do fluxo gênico em detrimento de processos independentes em relação a 
origem da resistência a herbicidas em arroz vermelho.   
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INTRODUÇÃO 
A utilização do herbicida profoxydim, inibidor da enzima acetil CoA carboxilase 
(ACCase), para controle em pós-emergência de plantas daninhas na cultura do arroz 
irrigado tem apresentado problemas de fitotoxicidade na cultura. A utilização de herbicidas 
pode provocar nas plantas cultivadas o aumento da produção de radicais livres, 
especialmente espécies reativas de oxigênio (EROs) (MARTINEZ-CAYUELA, 1998). 
Consequentemente, tais moléculas altamente reativas irão reagir com os lipídios formadores 
das membranas, originando a peroxidação lipídica, que, além de formar novos radicais 
lipídicos, danificam irreversivelmente as membranas celulares (HESS, 2000; FLECK & 
VIDAL, 2001). A resposta direta do dano às membranas celulares pela peroxidação lipídica 
é o extravasamento do conteúdo celular para o meio que estiver envolvendo os tecidos 
danificados (KRUSE et al., 2006), desestruturando diversos processos fisiológicos e 
metabólicos das plantas. 
Para combater os danos provocados pelas EROs, as plantas desenvolveram dois 
mecanismos de proteção, um sistema antioxidante enzimático e outro não enzimático 
(MITTLER, 2002). No sistema antioxidante não enzimático está incluído a produção de 
compostos fenólicos, que são sintetizados pelas plantas em reposta a algum tipo de 
estresse (NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992), como a utilização de herbicidas. 
Assim, a determinação dos compostos fenólicos, bem como a peroxidação e o 
extravasamento de eletrólitos constituem-se como ferramentas para a avaliação dos efeitos 
dos herbicidas em nível celular nas plantas, surgindo à possibilidade de utilizar tais variáveis 
para compreender o comportamento fitotóxico do herbicida profoxydim na cultura do arroz. 
O objetivo do trabalho foi avaliar a produção de compostos fenólicos e danos 
celulares devido à utilização do herbicida profoxydim na cultura do arroz. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
Experimentos foram conduzidos em casa de vegetação e laboratório na Faculdade 
de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas (FAEM/UFPel), em Capão 
do Leão-RS, no período de dezembro de 2010 a fevereiro de 2011. Os ensaios em casa de 
vegetação foram alocados em vasos plásticos com capacidade volumétrica de 8 L, 
preenchidos com solo oriundo de lavoura orizícola, peneirado e adubado conforme as 
recomendações para a cultura do arroz irrigado (SOSBAI, 2010). O delineamento 
experimental foi o completamente casualizado, com quatro repetições.  
Para a etapa em casa de vegetação, foi realizada aplicação do herbicida 
profoxydim, na dose de 400 g i.a. ha-1, aos 30 dias após a semeadura. Para isso, utilizou-se 
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apresentado probl m s de fitotoxicidade na cultur . A utilização de herbicidas pode provocar 
nas plantas cultivadas o aumento d  produção d  radicais livres, especialmente espécies 
reativas d  oxigênio (EROs) (MARTINEZ-CAYUELA, 1998). Consequentemente, tais molécu-
las altam t  r a ivas irão reagir com os lipídios formad res das membranas, origin ndo a 
peroxidação lipídica, que, além de formar novos radicais lipídicos, danificam irrever ivelmente 
as membranas celulares (HESS, 2000; FLECK & VIDAL, 2001). A resposta direta do dano às 
membranas celulares pela peroxidação lipídica é o extravasamento do conteúdo celular para 
o meio que estiver envolvendo os tecidos danificados (KRUSE et al., 2006), desestruturando 
diversos processos fisiológicos e metabólicos das plantas.
Para combater os danos provocados pelas EROs, as plantas desenvolveram dois 
mecanismos de proteção, um sistema antioxidante enzimático e outro não enzimático (MIT-
TLER, 2002). No sistema antioxidante não enzimático está incluído a produção de compostos 
fenólicos, que são sintetizados pelas plantas em reposta a algum tipo de estresse (NICHOL-
SON & HAMMERSCHMIDT, 1992), como a utilização de herbicidas. Assim, a determinação 
dos compostos fenólicos, bem como a peroxidação e o extravasamento de eletrólitos constit-
uem-se como ferramentas para a avaliação dos efeitos dos herbicidas em nível celular nas 
plantas, surgindo à possibilidade de utilizar tais variáveis para compreender o comportamento 
fitotóxico do herbicida profoxydim na cultura do arroz.
O objetivo do trabalho foi avaliar a produção de compostos fenólicos e danos celu-
lares devido à utilização do herbicida profoxydim na cultura do arroz.
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pulverizador costal, pressurizado com CO2, munido com bicos tipo leque e pontas 110.015, 
e volume de calda equivalente a 150 L ha-1. Posteriormente, foram realizadas coletas da 
parte aérea das plantas aos 7 e 20 dias após a aplicação do tratamento (DAT), em plantas 
que receberam herbicida e do tratamento comparativo (controle), sem aplicação de 
herbicida. Após as coletas, as folhas foram armazenadas a -80°C até o momento da 
quantificação dos compostos fenólicos e dos danos celulares, via TBARS e por 
extravasamento de eletrólitos. 
A determinação de compostos fenólicos foi realizada de acordo com método 
descrito por Singleton & Rossi (1965), com modificações. Para a etapa de extração pesou-
se 2 g de amostra triturada, dilui-se em 20 mL de metanol, colocou-se em banho-maria a 
25°C, durante 3 horas. Após este período, a amostra foi filtrada com algodão para balão 
volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com metanol. Para a etapa de 
quantificação dos fenóis foi retirado 1 mL do extrato obtido e adicionado 10 mL de água 
ultra-pura e 0,5 mL de Folin-Ciocalteau 2N, deixando-se reagir por 3 minutos, e após foram 
adicionados 1,5 mL de Na2CO3 20% (m/v), permanecendo no escuro por mais 2 horas. 
Realizou-se a leitura da absorbância em espectrofotômetro (Ultrospec 2000 UV/Visível - 
Pharmacia Biotech) no comprimento de onda de 765 nm. Foi elaborada curva padrão de 
ácido gálico e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente de ácido gálico 
(mg GAE) por grama de matéria fresca (MF). 
Os danos celulares nos tecidos das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS), foram determinados via acúmulo de aldeído malônico (MDA), conforme descrito 
por Health & Packer, 1968. Para isso, 0,2 g de folhas foram macerados com nitrogênio 
líquido e homogeneizados em ácido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 7830 
rpm por 20 minutos. Alíquotas de 0,5 mL do sobrenadante foram adicionadas a 1,5 mL de 
ácido tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (m/v) em ácido tricloroacético 10% (m/v) e incubadas a 90ºC 
por 20 minutos. A reação foi paralisada em banho de gelo por 10 minutos. A absorbância foi 
lida a 532 nm, descontando-se a absorbância inespecífica a 600 nm. A concentração de 
MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de absortividade de 155 mM-1 cm-1 e os 
resultados foram expressos em nM MDA g-1 de matéria fresca. 
Outra forma de avaliar os danos celulares foi através da permeabilidade relativa das 
membranas, determinada por meio do extravasamento de eletrólitos conforme descrito por 
Tarhanen et al. (1999). Para isso, 0,2 g de amostra foram triturados e lavados três vezes 
com água ultra-pura para a retirada do conteúdo das células rompidas durante o corte e de 
outros eletrólitos aderidos às folhas. Após este procedimento, as mesmas foram colocadas 
em 50 mL de água ultra-pura e deixadas por 6 horas em banho-maria a 25ºC. Decorrido 
esse tempo, a condutância inicial (Ci) foi obtida utilizando-se um condutivímetro (Lutron, 
CD-4301). Posteriormente a essa leitura, as mesmas amostras foram colocadas em estufa a 
90ºC por 2 horas e feita a segunda leitura (Cf). O extravasamento de eletrólitos foi calculado 
pela relação Ci/(Ci+Cf) x 100 e o resultado foi expresso em percentagem. 
Os dados foram analisados quanto a sua normalidade e homocedasticidade e, 
posteriormente, submetidos à análise de variância (p≤0,05). Os efeitos das coletas foram 
comparados pelo o teste de Tukey (p≤0,05). 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Para a variável compostos fenólicos, verificou-se diferença entre as épocas de 
coleta após a aplicação do herbicida profoxydim (Tabela 1). Tais resultados possivelmente 
estão associados aos mecanismos de proteção das plantas ao herbicida, em especial ao 
sistema antioxidante não enzimático. Após a aplicação do herbicida, ocorreu a ativação das 
defesas químicas e bioquímicas da planta, aumentando o conteúdo desses compostos de 
matebolismos secundário. 
Quanto a variável peroxidação, verificou-se aumento dos níveis de MDA ao longo 
do tempo, sendo mais pronunciado na segunda coleta das plantas (Tabela 1). Esses 
resultados devem-se ao aumento da produção das EROs após a aplicação do herbicida, 
 
 
ocasionando danos nas estruturas dos ácidos graxos insaturados, presentes na composição 
das membranas biológicas das organelas celulares. Trabalho conduzido por Hassan & Alla 
(2005), também relatou aumento no conteúdo de MDA em plântulas de milho e feijão após a 
exposição das plantas a herbicidas inibidores do Fotossistema II, o que sugere que a 
formação dos sintomas de fitotoxicidade evidenciados na cultura do arroz são decorrentes 
dos danos provocados pelos herbicidas às membranas biológicas. 
Com relação ao extravasamento de eletrólitos, ao contrário do que se esperava, não 
ocorreu aumento após a aplicação do herbicida (Tabela 1). A explicação para esse fato 
decorreria da possibilidade do herbicida não causar danos suficientes ao ponto de serem 
obervados na análise de extravasamento celular.  
 
Tabela 1 - Efeito do herbicida profoxydim em plantas de arroz no teor de fenóis totais, 
TBARS e extravasamento de eletrólitos, avaliado em duas épocas de coleta. 
UFPel, Capão do Leão - RS, 2011 
Tratamento Fenóis Totais  
(mg GAE g-1 de MF) 
Teores de TBARS 
(nM MDA g-1 de MF) 
Extravasamento de 
Eletrólitos (%) 
Controle   20,75 b1/   6,22 b 43,65 a 
7 DAT2 22,47 b   6,78 b 43,21 a 
20 DAT 36,51 a 18,59 a 43,45 a 
CV (%) 11,66 18,11 5,69 
1/ Médias seguidas por mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05). 2 Dias 
após a aplicação do tratamento. 
 
CONCLUSÃO 
O uso do herbicida profoxydim provoca distúrbios no metabolismo de plantas de 
arroz, devido à formação de radicais livres que afetam os níveis de peroxidação, 
aumentando a produção de compostos fenólicos. 
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r f xy i
O uso do herbicida profoxydim provoca distúrbios no metabolismo de plantas de arroz, devido 
à formação e radicais livres que afetam os níveis d  peroxidação, aumentando a produção 
de compost s fenólicos.
